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VERWENBUNG VON INHIBITOREN DER PLASMAMEMBRAN- 
CALCIUM-ATPASE (?MCA) ZUR HEMMUNG DER 
SPERMIENMOBILITAT 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf die Verwendung von Inhibitoren der 
Plasmamembran-Calcium-ATPase (PMCA) zur Hemmung der Spermienmbbiritat zur 
Erzielung einer empfangrrisverhutenden Wirkurig. Weiterhin betrifft die Erfindung 
Empfangnisverhutungsmittel, die einen oder mehrere PMCA-Inhibitoren enthalten. 

GEBIET DER ERFINDXJNG 

Je nach sozialen, geographischen und religiosen/ ethischen Gegebenheiten werden-zur Zeit 
folgende verschiedene Verfahren zur Empfangnisverhutung mit unterschiedlicher 
Zuverlassigkeit angewandt: 1) Kontrazeption ohne Anwendung mechanischer oder 
chemischer Mittel (,;aaturliche Verfahren"}; 2) Kontrazeption durch Bamereverfahren, dazu 
zahlen die Anwendung von Praservativen, Okklusiypessar und Scheidendiaphragma; 3) 
Kontrazeption durch lokal wirkende Substanzen, in der Regel Spennizide; 4) Hormonale 
Kontrazeption bei der Frau durch regelmafiige Einnahme ostrogen- und/oder gestagenhaltiger 
PrSparate nach einem bestimmten Schema; 5) Intrauterine Kontrazeption mittels 
Intrauterinpessar und 6) Operative Sterilisation des Marines bzw. der Frau. 

Die honnonale Kontrazeption stellt bierbei mit groJJem Abstand das am weitesten verbreitete 
Verfahren dar. Es ist zuverlassig in der Verhutung von Schwangerschaften und meist 
reversibel, &h;,nach Absetzen der Praparate aufgrund von Kinderwunsch kommt es in der 
iiberwiegenden Zahl der Falle zur SchwangerschafL Ungunstigerweise sind jedoch auch 
zahlreiche .absolute und relative Kontraindikationen der honnonalen Kontrazeption bekannt 
Zu den absoluten Kontraindikationen der hormonalen Kontrazeption gehoren Thrombosen, 
Embolien, thromboembolische Erkrankungen, akute und progradiente Lebererkrankungen, 
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hormonabhangige maligne Tumoren, Storungen der Gallensekretion, SichelzeHanamie, 
Diabetes mellitus mit GefaBschaden, schwer einstellbare Hypertonic und andere Faktoren. 
Beispiele fur relative Kontraindikationen sind Niereninsuffizienz, Herzinsuffizienz, Raynaud- 
Syndrom, periphere Durchblutungsstfirungen, Odeme, Nikotinkonsum und andere. 

Im Vergleich zur honnonalen Kontrazeption sind Verfahren der 9> naturlichen Kontrazeption" 
zwar meist nicht kontraindiziert, jedoch sehr unzuverlassig und auch durch eine unakzeptable 
hohe Versagerquote gekennzeichnet 

Mechanische Verfahren wie Pessare und Sterilisation weisen ebenfalls erhebliche Nachteile 
aufgrund hoherer Komplikationsraten (Pessare) bzw. wegen ihrer weitgehenden 
Irreversibility (Sterilisation) auf. 

Zusamrnengefasst lasst sich daher feststellen, dass die herkommlichen Verfahren der 
Empfangnisverhxitung unter erheblichen Nachteilen* leiden. Ein weiterer nachteiliger Faktor 
besteht darin, dass das sichere Verfahren zur Empfangmsverhutung, die hprmonale 
Kontrazeption, bisher erfolgreich nur von der Frau angewandt werden kann, wobei jedoch die 
generell verbreitete Auffassung darin besteht, dass die Empfangnisverhtitung nicht nur eine 
zentrale Aufgabe der Frau, sondern beider Partner ist. 

Dieser Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, neuartige nicht-honnonale 
Verhutungsmittel als oral oder parenteral zu applizierende Praparate oder spermizide 
Substanzen bereitzustellen, die sowohi von der Frau als auch vom Mann angewandt werden 
konnen. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Abbildungen veranschaulicht. 
KURZE BESCHREIBUNG DER ABBILDUNGEN 

Abb. 1: Expression der PMCA4 im Spermium. A. Mausspennien weisen eine starke 
Expression der PCMA4 im Akrosom und im Schwanz auf. (rote FSrbung, 2. Bild in A). Im 
Vergleich dazu das Phasenkontrastbild des isolierten Spermiums. Die beiden rechten Bilder 
zeigen die Negativ-Kontrolle des sekundaren Antikorpers alleine im Vergleich zur 
Phasenkontrast-Aufiiahme der beiden Spermien. B. Ebenso wie die Mausspennien 
exprimieren humane Spermien die PMCA4 im Akrosom und Schwanz. Exemplarisch ist hier 
nur die Farbung der PCMA4 dargestellt. 
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Abb- 2: Infertility in PMCA4-defLzienten Mausen. A. Durch eine geeignete Strategic konnte 
das PMCA4-Gen in der Maus ausgeschaltet werden. Unter Zuhilfenahme eines sog. 
„Targeting-Vektors" wurde mittels homologer Rekombination ein Exon komplett und ein Teil 
eines weiteren Exons deletiert. B. Die Genmanipulation resultierte in einem vollstandigen 
Verlust der Genexpression in PMCA4-defizienten Mausen („ko"), wohingegen die normalen 
Mause die PCMA4 stark in Spermien exprimieren („wt"). M = Marker zur 
GroBenbestimmung des RT-PCR-Produkts. G Die nach der Genmanipulation erhaltenen 
mannlichen PMCA4-defizienten Tiere (ko) sind infertil, unabhangig davon, ob man sie mit 
normalen oder ebenfalls PMCA4-defizienten weiblichen Tieren verpaart. 

Abb. 3: Schematische Darstellung der Wirkungsweise der PMCA-lnhibitoren. Extrazellular 
an die PMCA (weiss) bindende Inhibitoren (grau dargestellt) wirken direkt, wahrend 
intrazellular wirkende Substanzen (schwarz) die Zellmembran passieren mussen und dort ihre 
Wiriaing entfalten konnen. 

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Inhibitoren der Plasmamembran- 
Calcium-ATPase (PMCA) zur Henrmung der Spermienmobilitat, wodurch eine 
empfangnisverhiitende Wirkung erzielt wird. 

Die Erfindung ist weiterhin auf Empfangnisverhutungsmittel gerichtet, die einen oder 
mehrere PMCA-lnhibitoren enthalten. Diese Empfangnisverhutungsmittel konnen zusatzlich 
zu den PMCA-lnhibitoren weiterhin konventionelle Empfangnisverhutungsmittel enthalten. . 

Eine weitere Ausfuhrungsfonn der Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Empfangnisverhutung, wobei ein Inhibitor der Plasmamembran-Calcium-ATPase an einen 
Sauger verabreicht wird. 

ErfindungsgemaB werden zur Erzielung einer empfangnisverhtitenden Wirkung ein oder 
mehrere Inhibitoren der Plasmamembran-Calcium-ATPase verwendet. Dieses Enzym 
transportiert Kalzium aus dem Zytosol in das Extrazellularmilieu und weist Homologie zu 
einigen anderen ATPasen auf, einschliefilich der SERCA ATPase und der Natrium/K+- 
Pumpe. PMCA wird von vier verschiedenen Genen (PMCA1-4) kodiert und Untersuchungen 
zeigten die Existenz mehrerer Isofonnen der PMCA auf, die durch alternatives Splicing der 
primaren Genprodukte erzeugt werden. Wahrend die Genprodukte 1 und 4 in den meisten 
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Gewebeu transkribiert werden, werden die Produkte 2 und 3 eher gewebespezifisch 
exprimiert. Die Transkription der Splice-Varianten ist ebenfalls gewebespezifisch*. So 
exprimieren z.B. die fl-Zellen des Pankreas lediglich die 4b Isofonn, wobei die alpha- und 
gamma-Zellen sowohl die 4a 5 als auch die 4b Isoformen exprimieren. Es konnte ebenfalls 
nachgewiesen werden, dass unterschiedliche Splice-Varianten unterschiedliche AfEnitaten fur 
Kalzium und Calmodulin haben. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Beobachtung, dass mannliche Mause, die fur die 
Isoform 4 der murinen PMCA defizient sind (sog. Jcnock-out" Mause) infertil sind. Die Tiere 
sind ansonsten vital und entwickeln sich normal. Weiterhin kann bei diesen Tieren keine 
erektile Dysfunktion beobachtet werden. Uberraschenderweise konnte jedoch nachgewiesen 
werden, dass die Mobilitat der Spennien der PMCA4-„knockout" -Mause soweit 
eingeschrankt ist, dass keine Befruchtung der Eizelle stattfinden kann und die Tiere somit 
nicht fahig sind, sich forizupflanzen. Es handelt sich somit urn einen hochspezifischen, auf die 
Spennien beschrankten Effekt ■ 

In menschlichen Spermien wird PMCA4 ebenfalls exprimiert. Die mit den PMCA4- 
„knockout"-Mausen erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass menschliche Spennien durch die 
Verwendung von PMCA-Inihitoren ebenfalls so in ihrer Mobilitat eingeschrankt werden 
konnen, dass keine Befruchtung der weiblichen Eizelle mehr mfiglich ist. 

Die spezifische physiologische Bedeutung der PMCA fiir die Spenrdenfunktion ist bis jetzt 
unbekannt. Weiterhin gab es bis jetzt keine Hinweise, dass die Verwendung von PMCA- 
Inhibitoren die Mobilitat der Spermien hemmt Die Verwendung von PMCA-Inhibitoren zur 
Hemmung der Spermienmobilitat zur Erzielung einer empfangnisverhlitenden Wixkung wird 
somit hier zum ersten Mai gezeigt. 

Die empfangnisverhutende Wirkung, d.h. die Verhinderung der Verschmelzung eines 
Spermiums mit einer Eizelle beruht auf der Hemmung der Spermienmobilitat durch PMCA- 
Inhibitoren, die dazu fuhrt, dass die Spermien die Eizelle nicht mehr befruchten konnen. 

Die empfangnisverhutende Wirkung wird erfindungsgemaB durch die Verwendung von 
PMCA-Inhibitoren erzielt. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist der Inhibitor gegen eine der vier 
Isoformen der Plasmamembran-Calcium-ATPase PMCA gerichtet Insbesondere bevorzugt 
wird dabei ein Inhibitor, der gegen die Isofonn PMCA4 gerichtet ist. 
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Die aus dem Stand der Technik bekannten Inhibitoren der PMCA lassen sich in intrazellular 
und extrazellular wiikende Inhibitoren einteilen. Erfindungsgemafi wird die Verwendung 
entweder eines extrazellularen oder eines intrazellularen Inhibitors alleine als auch in 
Kombination beabsichtigt. Dabei konnen Kombinationen verwendet werden, die entweder 
mehrere . intrazellulare bzw. ° mehrere extrazellulare Inhibitoren enthalten als .auch 
Kombinationen, die intrazellulare als auch extrazellulare Inhibitoren umfassen. 

Bekannte Inhibitoren der PMCA, die zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung geeignet 
sind, sind 5-(tmd-6)-Carboxyeosindiacetat-siiccinimidylester (ein Zellmembran-gangiger 
Inhibitor der PMCA), das extrazellular auf die PMCA wirkende Peptid Caloxin 2A1 und das 
Polykation Spermin. 

In einer Ausfiihrungsfoim der Erfindung werden 5-(imd-6)-Carboxyeosindiacetat- 
succimmidylester (150347-60-7 / 2,5-Pyrrolidinedione, Ht^e'-bistacetyloxy)^^',?'- 
tetrabromospiro [isobenzofuran- 1 (3H) 5 9 , -[9H]xanthen]-5(or 6)-yl]carbonyl]oxy]) oder 
Derivate davon als Inhibitor der PMCA in Spermien verwendet. 

Insbesonders bevorzugte Derivate dieses Inhibitors sind die entsprechenden Eosin- und 
Fluorescein-Derivate (Gatto, C. & Milanik, M. A. (1993), American Journal of Physiology 
264,C1577-1586). 

Von dem Zellmembran-gangigen Inhibitor 5-(iind-6)-Carboxyeosindiacetat-succinimidylester 
existieren schon verschiedenste Eosin-, Fluorescein-, und Fluorescin-Derivate und deren 
Salze sowie dem 5-(wid-6)-Carbox)>eosindiacetat-si4Ccinimidylester entsprechende 
Esterverbindungen, wie z.B. 5-(und-6)-carboxyfluorescein-succinimidylester (5(6)-FAM). 
Die Verwendung dieser Derivate stellt ebenfalls eine bevorzugte Ausfuhrungsfonn der 
Erfindung dar. 

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung bezieht sich auf die Verwendung des PMCA- 
Inhibitors Caloxin 2A1 (Holmes, M. E. et aL, (2003). Cell Calcium 33, 241-245; Chaudary J. 
et al„ (2001), Am J Physiol Cell Physiol 280, C1027-1030). 

Caloxin 2A1, ein Polypeptid mit der Arninosauresequenz VSNSNWPSFPSSGGG, wirkt 
extrazellular auf die PMCA. Es konnte in vitro gezeigt werden, dass dieses Oligopeptid 
extrazellular an die PMCA bindet und die Funktion der PMCA inhibitorisch beeinflusst. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung werden Derivate von Caloxin 2A1 zur 
Hemmung der Spermienmobilitat verwendet. Dabei bezeichnet der Begriff „Varianten von 
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Caloxin 2A1" chemisch modifizierte Varianten des Peptids, d.h. auch zyklische und samtliche 
anderen Derivate. Die im Peptid Caloxin 2A1 enthaltenen Aminos&uren bieten vielfaltige 
Moglichkeiten der chemischen Modification, z.B. stellen die OH-Gruppen der zahlreichen 
Serine (S) oder auch die Amid-Gruppen der beiden Asparagin-Reste (N) gute Ansatzpunkte 
zur Modulation der Affinitat des Peptids dar, wodurch auch hier die Bindungsaffinitat an die 
PMCA4 moduliert werden. kann und somit auch die inhibitorischen Eigenschaften auf die 
PMCA4 in Spermien verstarkend beeinflusst werden konnen. 

Varianten von Caloxin '2A1 umfassen ebenfalls Insertions-, Deletions- und 
Substitutionsvarianten der Aminosauresequenz des Polypeptids. Insertionsvarianten umfassen 
dabei amino- und/oder carboxyterminale Fusionen als auch Insertionen von einzelnen oder 
mehreren Aminosaureresten innerhalb der Sequenz. Typischerweise umfasst eine 
Insertionsvariante eine Addition von 1-14, bevorzugt 1-7 Aminosauren an die 
Aminosauresequenz von Caloxin 2A1. Deletionsvarianten sind durch die Entfernung einer 
oder mehrerer Aminosaurereste vom Caloxin 2Al-01igopeptid gekennzeichnet. 
Typischerweise werden nicht mehr als 2-6 Reste deletiert. Substitutionsvarianten 
kennzeichnen jene Varianten, in denen mindestens eine Aminosaure der Sequenz von Caloxin 
2A1 entfernt und gegen eine andere AminosauTe ausgetauscht wurde. Im allgemeinen werden 
Aminosauren gegen Aminosauren mit ahnlichen Eigenschaften im Hinblick auf 
Hydrophobizitat, Elektronegativitat, Seitenketten und ahnliches ausgetauscht. Die Varianten 
weisen typischerweise die gleichen Eigenschaften wie unmodifiziertes Caloxin 2A1 auf. 

In einer weiteren AusfQhrungsform ist die Erfindung auf die Verwendung des PMCA- 
Inibitors Spermin (Palacios, J. et al., (2003). Biochim Biophys Acta 1611, 197-203), ein 
Polykation, zur Hemmung der Spermienmobihtat gerichtet. In einer bevorzugten 
Ausfiihrungsform ist die Erfindung auf die Verwendung der Spermin-Derivate Spennin- 
Dihydrat und Spermm-tetrahydrochlorid gerichtet. 

Alle drei Ausgangssubstanzen bieten vielfaltige MogLichkeiteh zur chemischen Modification, 
wodurch die BindungsafSnitSt an die PMCA und somit die inhibitorischen Eigenschaften 
moduliert und verstarkt werden konnen. 

Alle chemischen Modifikationen der Inhibitoren sind denkbar, solange die hemmende 
Wirkung der Derivate der Inhibitoren auf die Mobilitat der Spermien noch erhalten bleibt. Die 
Mobilitat der Spermien wird wie in Beispiel 3 der vorliegenden Anmeldung beschrieben 
bestimmt. 
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Die PMCA-Inhibitoren konnen auf verschiedene Weise verabreicht werden. In einer 
Ausfiihrungsform der Erfindung werden die Inhibitoren oral, parenteral, als Beschichtung von 
mech'anischen Verhiitungsmitteln oder in Form von Cremes, Gels und Olen verabreicht.. 
Insbesondere bevorzugt ist dabei die Beschichtung von Praservativen und anderen 
mechanischen Verhutungsmitteln mit PMCA-Inhibitoren. 

Die Verabreichungsdauer der PMCA-Inhibitoren kann variabel sein. Eine Ausfuhrungsfonn 
der Erfindung ist darauf gerichtet, die Inhibitoren zur einmaligen Kontiazeption zu 
verwenden. Die Inhibitoren kSnnen jedoch auch mehrmals oder chronisch verabreicht 
werden. Die Dosierung der PMCA-Inhibitoren kann vom Fachmann mittels der im Stand der 
Technik bekannten Verfahren leicht ermittelt werden. 

Die Verabreichung erfolgt an einen Sauger, vorzugsweise an einen Menschen. In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsfonn wird ein PMCA-Inhibitor an einen Mann verabreicht. Die 
Verabreichung von PMCA-Inhibitoren an den Mann zur Empfangnisverhiitung beruht daher 
auf einem vollig neuen Prinzip. Sie greift nicht in die Entwicklung der Spermien ein und hat 
deshalb auch nicht die Nebenwirkungen, die von Hormonpraparaten fur Manner bekannt sind, 
wie dauerhafte Unfruchtbarkeit, "Verweiblichung" des Korpers, u.a. unerwiinschte 
Nebenwirkungen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfonn wird ein PMCA-Inhibitor auch an eine Frau 
verabreicht. Reichern sich die PMCA-Inhibitoren im Mukus (Schleim) des 
Gebarmuttermundes oder in der Gebarmutter an, so wird beim- Geschlechtsverkehr das 
Sperma, sobald es eintritt, in seiner Mobiltat gehemmt und daher ein empfangnisverhiitender 
EfiFekt erzielt. 

Bevorzugt wird ein PMCA-Inhibitor sowohl an den Mann als auch an die Frau verabreicht, 
urn den grofitmSglichsten empfangnisverhiitenden Effekt zu erzielen. 

Die Erfindung ist weiterhin auch auf ein Empfangnisverhiitungsmittel gerichtet, das einen 
PMCA-Inhibitor in Kombination mit einem phannazeutisch vertraglichen Trager enthalt. In 
einer bevorzugten Ausfuhrungsfonn enthalt das Empfangnisverhiitungsmittel nicht nur einen 
PMCA-Inhibitor, sondern eine Kombination von wenigstens zwei PMCA-Inhibitoren in 
Kombination mit einem phannazeutisch vertraglichen Trager. 

Als phannazeutisch vertraglicher Trager konnen die iiblichen festen oder fliissigen 
Tragerstoffe oder Verdunnungsmittel und die iiblicherweise verwendeten phannazeutisch- 
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technischen Hilfsstoffe entsprechend der gewunschten Applikationsart mit einer geeigneten 
Dosierung verwendet werden. 

ErfindungsgemaBe Empfangnisverhiitungsniittel konnen auch in Kombination mit 
konventionellen Verhiitungsmitteln verwendet werden, um 

Verhtitxmgsroittelzusainmensetzungen zu ergeben. Das konventionelle Verhutungsmittel kann 
dabei ausgewahlt werden aus der Gruppe bestehend aus Kondomen, Diaphragmen, 
Verhutungsschaum etc. 

So kann z. B. ein erfindungsgemaBes Empf^gnisverhiitungsmittel zur Beschichtung eines 
Kondoms verwendet werden, um ein verbessertes konventionelles Verhiitungsmitteln mit 
verbesserter Verhiitungswirkung zu erhalten. Wird Sperma mit derart bescliichteten 
Verhutungsmitteln in Kontakt gebracht, wird die Spermienmobilitat gehemmt und ein 
empfangnisverhutender Effekt erzielt 

Weiterhin ist die Erfindung auch auf die molekulare Untersuchung der PMCA. insbesondere 
des PMCA-kodierenden Gens gerichtet Dies umfasst auch die Charakterisierung der PMCA- 
Isoformen und Splice-Varianten, als auch den Nachweis von Mutationen und anderen 
Veranderungen, wie z.B. posttranslationeller Veranderungen zur Diagnostik der Infertilitat 
beim Mann. 

Infertilitat (d.h. Kinderlosigkeit trotz Kinderwunsch und normalem Geschlechtsverkehr) 
besteht bei etwa 15% aller Ehepaare. Bei ca. 40% dieser Falle liegt die Ursache fur die 
Infertilitat beim mannlichen Partner. Die Diagnostik dieses Leidens ist noch sehr 
unvollstandig und insbesondere sind die genetischen Defekte, die zugrundeliegen konnen, nur 
in Ansatzen bekannt. 

Da die PMCA-Isoform 4 auch in menschlichen Spermien exprimiert wird, liegt es in Analogie 
zum Mausmodell nahe, dass auch im menschlichen Organismus ein die PMCA4 betreffender 
Gendefekt Aiiswirkungen auf die Fertilitat des Mannes hat. Eine Ausfuhrungsfonn der 
Erfindung ist daher auf diagnostische Verfahren gerichtet, die den Nachweis umfassen, ob 
mannliche Infertilitat auf mangelnder Expression der PMCA mRNA oder einem Gendefekt 
des PMCA4-Gens beruht. 

Das Expressionsniveau, sowie eventuelle Mutationen oder Polymorphismen im PMCA4-Gen 
und in den Genen, die fur die anderen PMCA-Isoformen kodieren, kiJnnen in Spermien im 
Ejakulat des Mannes mittels PCR und eventuell sich anschliefiender Sequenzierung, ELISA, 
Immunhistologischen Nachweis,' Western Blot und PMCA-Aktivit&tsbestimmung bestimmt 
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werden. Die Aktivitatsbestinomung der PMC A erfolgt dabei anhand. aus dem Stand der 
Technik bekannten Verfahren. Ergebnisse dieser Untersuchungen kdnnen als Ausgangsbasis 
zur Entwicklung geeigneter Therapien zur Behandlung der mannlichen Infertility entwickelt 
werden.. 

Die nachfolgenden Beispiele sind lediglich zur Veranschaulichung der Erfindung bestimmt 
und beschranken den Schutzumfang der Erfindung nicht. 

BEISPIELE 

Etablierung der PMCA4-defizienten Mauslinie 

Aus zwei verschiedenen (heterozygot PMCA4-defizienten) embryonalen Stammzellklonen 
warden Mauslinien erstellt, deren PMCA4-Gen durch hoinologe Rekornbinaiion deletiert 
wurde. Es wurde ein Bereich des Gens deletiert, der das Exon 2 sowie Teile des Exons 3 
enthielt (Abb. 2). Durch die Einfiihrung der Neomycinresistenz-Kasette wurden auBerdem 
multiple Stop-Codons in alien drei Leserastern eingefuhrt, wodurch eine eventuelle 
Expression eines aberranten Proteins ("Durchleseprodukt" oder "»Sj7//c/;:g / '-Varianten) 
ausgeschlossen wurde. Insgesamt wurden 14 mannliche und 6 weibliche Chimaren geboren. 
Die mannlichen Tiere wurden mit C57BI/6-Tieren verpaart. Bei mehreren chimaren Mausen 
konnte die Integration des zerstorten Allels in die Keimbahn nachgewiesen werden. Die 
mannlichen PMCA-defizienten Tiere waren infertil, wahrend weiblichen Mause eine normale 
Fertilimt aufwiesen. 

Expressionanalyse der PMCA4 in murinen und menschlichen Spermien 

Die Expression der PMCA4 in murinen und menschlichen Spermien wurde 
immunhistochemisch nachgewiesen. Die- Ergebnisse sind in Abb.l dargestellt Teil A von 
Abb. 1 zeigt, dass Mausspermien eine starke Expression der PCMA4 im Akrosom und im 
Schwanz aufweisen (rote Farbung, 2. Bild in A). Im Vergleich dazu das Phasenkontrastbild 
des isolierten Spermiums. Die beiden rechten Bilder zeigen die Negativ-Kontrolle des 
sekundaren Antikorpers alleine im Vergleich zur Phasenkontrast-Aufnahme der beiden 
Spermien. Teil B von Abb. 1 zeigt, dass humane Spermien ebenso wie Mausspermien die 
PMCA4 im Akrosom und Schwanz exprimieren. Exemplarisch ist hier nur die Farbung der 
PCMA4 dargestellt. 
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Hemmung der Spermienmobilitat durch PMCA-Inhibitoren 

Die Hemmung der Funktionalitat der Spermien, d.h. die Hemmung der Mobilitat wurde wie 
folgt bestimmt: 

PMCA4-defiziente m2nnliche Mause wurden getotet und die Nebenhoden prapariert Diese 
wurden in 2 ml Spennien-Praparationsmedium ("Sperm Preparation Medium" der Finna 
MediCult a/s, Mollehaven 12, 4040 Jyllinge, Denmark, Komponenten: Earle's balancierte 
Salzlosung, Natriumpyruvat, synthetischer Serumersatz, HEPES, Natriumbicarbonat, 
menschliches Serumalbumin; Penicillin 50,000 IU/Liter und Streptomycin 50 mg/Liter; Kahn, 
J.A., Human Reproduction 8/9, Seiten 1414-1419, 1993; Lahteenmaki, A., Human 
Reproduction 10/1, Seiten 142 147, 1995) gebracht und darin mit einem sterilen Skalpell 
angeritzt Den flmktionierenden Spermien wurde 15"min Zeit gegeben aus dem Nebenhoden 
heraus zu schwimmen, der Spermien enthaltende Uberstand wurde abgenommen und mit 
jeweils 500 \A steigenden Konzentrationen 5- und 6-Carboxyeosindiacetat-succinimidylester 
(CE) versetzt. Danach wurden die Spermien 1 h bei 37°C inkubiert. Wahrend dieser Zeit 
diffundiert CE in die Spermien und der Ester wird intrazellular hydrolysiert. Anschlieflend 
wurden die sich bewegenden Spermien in Relation zu den unbeweglichen ausgezahlt und 
folgende Ergebnisse erzielt: 

TabeUe I 

Hemmung der Spermienmobilitat durch 5- und 6-CE-succinimidyIester (CE) 



iConzentration 
CE (jim) 




5\M 


2Q\iM 


100^M 


Unbewegliche 
Spermien 


30% a 


90% 


95% 


97% 



a Die Rate von etwa 30% unbeweglichen Spermien in Abwesenheit von Inhibitor ist bei 
Praparationen aus dem Nebenhoden normal 



Die Hemmung der Spermienmobilitat wurde weiterhin mit dem CASA System 4.2 der Firma 
medeaLAB, Erlangen, Deutschland, automatisiert ausgewertet Die Preparation der Spennien 
und die Zugabe des Inhibitors erfolgte dabei wie vorstehend beschrieben. Mit dem CASA- 
System wurden die folgenden drei Gruppen untersucht: 

Gruppe A (unbehandelte, normale Spermien, 45 rain nach Preparation, 37°C); Gruppe B 
(PMCA-defiziente Spermien, 45 min nach Preparation, 37°C); Gruppe C (normale Spermien, 
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45 min nach Preparation, 37°C, davon 30 min mit 20 ^iM des intrazellularen Inhibitors 5-und 
6-CE). 

Bei dieser Messung wurden die folgenden Ergebnisse erzielt: 

Gruppe A: Progressive Motility 73%, Ortsbeweglich bzw. immotil 27 %, n= 254 Spermien; 
Gruppe B: Progressive Motilitat 14 %, Ortsbeweglich bzw. immotil 86 %> n= 198 und Gruppe 
C: Progressive Motilitat 22 %, Ortsbeweglich bzw. immotil 78 %, n=217. 

Dabei ist zu beachten, dass die Inkubationszeit (gegentiber der manuellen Auszahlung) 
verkurzt war (nur 30 min statt 1 h) und das die Software auch irrelevante durchschwimmende 
Objekte erfasst, die bei manueller Auszahlung ausgeschlossen werden konnen. 
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PATENTANSPRUCHE 

1. Verwendung eines Inhibitors der Plasmamembran-Calcium-ATPase (PMCA) zur 
Hemmung der Spermienmobilitat zur Bewirkung der Empfangnisverlriitung. 

2. Verwendung gemaB Anspruch 1, wobei der Inhibitor gegen eine der vier Isofonnen 
der Plasmamembran-Calcium-ATPase PMCA gerichtet ist. 

3. Verwendung gemaB Anspruch 1, wobei der Inhibitor gegen die Isoform PMCA4 
gerichtet ist. 

4. Verwendung gemaB den Anspnichen 1-3, wobei der Inhibitor 5- oder 6- 
Carboxyeosmdiacetat-succininiidylester oder ein Eosin- oder Fluoresceinderivat davon ist. 

5. Verwendung gemaB den Anspnichen 1-3, wobei der Inhibitor CaJoxin 2A1 oder ein 
Derivat davon ist. 

6. Verwendung gemaB den Anspnichen 1-3, wobei der Inhibitor Spermin oder ein 
Derivat davon ist. 

7. Verwendung gemaB den Anspnichen 1-6, wobei der Inhibitor oral, parenteral, oder als 
Beschichtung von mechanischen Verhutungsmitteln verabreicht wird. 

8. Verwendung gemafl den Anspnichen 1-7, wobei die Inhibitoren zur einmaligen 
Empfangnisverhiitung oder chronisch als Empfangnisverhtitungsmittel verabreicht werden. 

9. Verwendung gemaB den Anspruchen 1-8, wobei die Inhibitoren an einen Sauger, 
vorzugsweise an einen Menschen verabreicht werden. 

10. Empfangnisverhutungsmittel, das einen PMCA-Inhibitor in Kombination mit einem 
phannazeutisch vertraglichen Trager enthalt. 

11. Empfangnisverhtitungsmittel gemaB Anspruch 10, wobei das 
Empfangnisverhutungsmittel in Kombination mit einem konventionellen 
Empfangnisverhutungsmittel vorliegt 

12. Empfangnisverhutungsmittel nach Anspruch 11, wobei das konventionelle 
Empfangnisverhtitungsmittel ein.Kondom ist 
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13. Verfahren zur InfertiJitatsdiagnostik beim Mann, wobei die Diagnose auf dem 
Nachweis von Mutationen oder von post-translationellen Modifikatiohen des PMCA- 
kodierenden Gens beruht 
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Q PMCA4 

A intrazeil. Inhibitor 

B extrazell. Inhibitor 



Abb. 3 
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